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提供了一种用于冷冻包括神经细胞的细胞

聚集体的方法。提供了一种用于冷冻包括神经细

胞并且具有三维结构的细胞聚集体的方法，所述

方法包括以下步骤(1)和步骤(2)：步骤(1)用于

在冷冻前在0℃至30℃的温度下在冷冻保存溶液

中浸泡包括神经细胞的细胞聚集体，并且制备浸

泡在所述冷冻保存溶液中的细胞聚集体；并且步

骤(2)用于在具有至多‑150℃的温度的液氮容器

的气相条件下冷冻包括神经细胞的所述细胞聚

集体。
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1.一种用于冷冻包括神经细胞并且具有三维结构的细胞聚集体的方法，所述方法包括

以下步骤(1)和(2)：

(1)在冷冻前将包括神经细胞的所述细胞聚集体浸泡在0℃至30℃的冷冻保存溶液中

以制备冷冻保存溶液浸泡的细胞聚集体；以及

(2)将所述冷冻保存溶液浸泡的细胞聚集体冷冻在温度为‑150℃或更低的液氮容器的

气相中。

2.根据权利要求1所述的方法，其中在步骤(1)中将所述细胞聚集体在所述冷冻保存溶

液中浸泡15分钟至360分钟。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其中所述液氮容器中所含的所述细胞聚集体和所述

冷冻保存溶液的体积与所述液氮容器的气相体积的比例为5％或更小。

4.根据权利要求1至3中任一项所述的方法，其中所述细胞聚集体相对于所述保存溶液

的填充密度为50至500个细胞聚集体/mL。

5.根据权利要求4所述的方法，其中含有所述细胞聚集体和所述冷冻保存溶液的所述

容器的大小为0.5至5mL。

6.根据权利要求1至5中任一项所述的方法，其中包括神经细胞的所述细胞聚集体是包

括源自多能干细胞的神经细胞的细胞聚集体。

7.根据权利要求1至6中任一项所述的方法，其中包括神经细胞的所述细胞聚集体包括

对FOXA2、TH和NURR1中的至少一种呈阳性的细胞。

8.根据权利要求7所述的方法，其中包括神经细胞的所述细胞聚集体包括对FOXA2和

LMX1A呈阳性的细胞。

9.根据权利要求7所述的方法，其中包括神经细胞的所述细胞聚集体包括对FOXA2、TH

和NURR1呈阳性的细胞。

10.根据权利要求1至9中任一项所述的方法，其中所述神经细胞是产生多巴胺的神经

元或其祖细胞。

11.根据权利要求1至10中任一项所述的方法，其中所述细胞聚集体包含60％或更多的

产生多巴胺的神经元祖细胞。

12.根据权利要求1至11中任一项所述的方法，其中包括神经细胞的所述细胞聚集体是

具有150μm至1000μm的当量球径的细胞聚集体。

13.根据权利要求12所述的方法，其中所述细胞聚集体包括500至150000个细胞。

14.根据权利要求1至13中任一项所述的方法，其中所述冷冻保存溶液中所含的细胞的

数量为80000至5000000个细胞/mL。

15.一种用于长期保存包括神经细胞的细胞聚集体的方法，其中所述方法包括将含有

通过根据权利要求1至14中任一项所述的方法获得的细胞聚集体的容器储存在所述液氮容

器的气相或液相中。

16.一种移植用组合物，其中所述组合物包含通过根据权利要求1至14中任一项所述的

方法获得的细胞聚集体作为活性成分。

17.根据权利要求16所述的移植用组合物，其中所述组合物包含：包含60％或更多的产

生多巴胺的神经元祖细胞并且具有150μm至1000μm的当量球径的细胞聚集体；以及冷冻保

存溶液，并且其中所述组合物可以在解冻后不进行恢复培养的情况下使用。
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18.根据权利要求16或17所述的移植用组合物，其中所述组合物中的细胞数量为80000

至5000000个细胞/mL。

19.根据权利要求16至18中任一项所述的移植用组合物，其中所述组合物包含10至500

个细胞聚集体/mL。

20.根据权利要求16至19中任一项所述的移植用组合物，其中将所述细胞聚集体和所

述冷冻保存溶液填充在0.5mL至15mL的容器中。

21.一种用于产生包含产生多巴胺的神经元祖细胞作为活性成分的移植用组合物的方

法，所述方法包括：

通过根据权利要求1至14中任一项所述的方法冷冻细胞聚集体，其中所述组合物中的

细胞数量为80000至5000000个细胞/mL，并且所述细胞聚集体包含60％或更多的所述产生

多巴胺的神经元祖细胞并且具有150μm至1000μm的当量球径。

22.根据权利要求21所述的用于产生移植用组合物的方法，其中将所述细胞聚集体和

所述冷冻保存溶液填充在0.5mL至15mL的容器中。

23.一种用于治疗需要多巴胺神经的再生的疾病的方法，所述方法包括以下步骤：

(1)在30℃至40℃下解冻根据权利要求16至20中任一项所述的移植用组合物；以及

(2)将在(1)中获得的所述移植用组合物移植到患者的纹状体区域中。

24.根据权利要求23所述的方法，其中在(1)中在所述解冻后不进行培养的情况下将所

述冷冻保存溶液更换为给药媒介物以执行步骤(2)。
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冷冻细胞聚集体的方法

技术领域

[0001] 本申请涉及一种用于冷冻包括神经细胞的细胞聚集体的方法。

背景技术

[0002] 近年来，以细胞作为活性成分的药物的开发已经得以推广；例如，从多能干细胞

(PSC)诱导产生多巴胺的神经元或其祖细胞并将其移植到患者的中脑中的细胞疗法被认为

是一种很有前景的帕金森病治疗方法(非专利文献1至3)。对于基于细胞的药物，最终产品

的冷冻保存是普及细胞疗法的必要要素(专利文献1至4)。与细胞生物学研究不同，冷冻保

存的细胞在用于临床实践时，在解冻后不经恢复培养即可立即移植。因此，对于冷冻细胞重

要的是在解冻后保持其植入能力、功能或活性以及细胞活力。

[0003] 已经表明，实体组织的移植由于残留的供体血管和抗原呈递细胞而诱导比细胞悬

液的移植诱导的更强的免疫应答(非专利文献4)。另一方面，如果通过同基因移植或免疫抑

制剂来抑制免疫应答，就会消除这一问题，并且中脑腹侧(VM)组织的移植显示出比细胞悬

液移植具有更高的存活率和行为恢复的产生多巴胺的神经(非专利文献5)。另外，获得细胞

悬液的机械和酶解离过程可能改变细胞特性从而引起细胞损伤。因此，在临床应用中，希望

将最终产品配制成球体而不是细胞悬液。然而，球体比单个细胞更难冷冻保存。

[0004] 作为用于冷冻细胞的方法，已知缓冷法和玻璃化法(非专利文献6至8)。

缓冷法是一种将细胞与低浓度的冷冻保护剂(CPA)(诸如10％二甲基亚砜(DMSO))

一起以约1℃/min冷冻的方法(专利文献5、非专利文献9和10)。在缓冷法中，冰的形成首先

在细胞外间隙中开始，从而导致细胞外液浓缩。结果，由于跨细胞膜的渗透梯度，水被从细

胞中抽出。细胞的这种脱水避免了细胞内冰的形成。然而，如果细胞过度脱水，它们会被浓

缩的细胞内液和冷冻保存溶液中的CPA损伤。

另一方面，玻璃化法是一种超快冷却方法，其中在添加高浓度的冷冻保护剂(例

如，DMSO、乙酰胺或乙二醇)后立即将细胞转移到液氮中并且立刻在非晶态下冷冻(专利文

献6、非专利文献11)。换句话说，它是一种通过使细胞内外的溶剂在玻璃态下凝固来最大限

度地减少冰晶生长的方法。玻璃化法需要严格的时间控制；与分散在溶剂中的单个细胞的

情况不同，在细胞聚集体的情况下，冷冻保存溶液渗透到细胞聚集体中需要时间，因此可能

无法充分获得对冷冻保存溶液的玻璃化效果。因此，将其应用于临床细胞生产在技术上是

困难的(非专利文献12)。

如上所述，由于需要精确控制冰形成和细胞脱水，因此尚未建立球体的临床冷冻

保存方法。

另外，虽然非专利文献13披露，通过使用可以在‑190℃下储存的气相液氮储存容

器将培养的细胞冷冻在气相中，可以防止支原体污染，但将细胞聚集体冷冻在液氮的气相

中是完全未知的。
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[专利文献2]WO  2017/159862

[专利文献3]JP2015‑521469A

[专利文献4]JP2008‑501320A

[专利文献5]JP2011‑103885A

[专利文献6]JP2013‑110988A

非专利文献

[0006] [非专利文献1]Doi等人,Stem  Cell  Reports,2(3) ,337‑350,2014

[非专利文献2]Sundberg等人,Stem  Cells  31,1548‑1562,2013

[非专利文献3]Nolbrant等人,Nature  Protocols,12(9) ,1962‑1979,2017

[非专利文献4]Redmond等人,Neurobiology  of  Disease,29(1) ,103‑116,2008

[非专利文献5]Fricker等人,PLoS  ONE,7(10) ,e47169,2012

[非专利文献6]Chong等人,Stem  Cells,27(1) ,29‑39,2009

[非专利文献7]Smith等人,Fertility和Sterility,94(6) ,2088‑2095,2010

[非专利文献8]Jang等人,Integrative  Medicine  Research,6(1) ,12‑18,2017

[非专利文献9]Schwartz等人,Journal  of  Neuroscience  Research,74(6) ,838‑

851,2003

[非专利文献10]Woods等人,Cryobiology,59(2) ,150‑157,2009

[非专利文献11]Fahy和Wowk .,Methods  in  Molecular  Biology(Methods  and 

Protocols) ,1257卷.Springer,纽约州纽约,2015

[非专利文献12]Nagano等人,Biomedical  Research,28(3) ,153‑160,2007

[非专利文献13]Tiss  Cult  Res  Commun  26:165‑170(2007)

发明内容

技术问题

[0007] 本申请的一个目的是提供一种用于冷冻包括神经细胞的细胞聚集体的方法。

问题的解决方案

[0008] 作为深入研究的结果，本发明人发现了一种用于冷冻包括神经细胞的细胞聚集体

的方法并且完成了本发明。更具体地，本发明涉及以下内容：

[1]一种用于冷冻包括神经细胞并且具有三维结构的细胞聚集体的方法，所述方

法包括以下步骤(1)和(2)：

(1)在冷冻前将包括神经细胞的所述细胞聚集体浸泡在0℃至30℃的冷冻保存溶

液中以制备冷冻保存溶液浸泡的细胞聚集体；以及

(2)将所述冷冻保存溶液浸泡的细胞聚集体冷冻在温度为‑150℃或更低的液氮容

器的气相中。

[2]根据[1]所述的方法，其中在步骤(1)中将所述细胞聚集体在所述冷冻保存溶

液中浸泡15分钟至360分钟。

[3]根据[1]或[2]所述的方法，其中所述液氮容器中所含的所述细胞聚集体和所

述冷冻保存溶液的体积与所述液氮容器的气相体积的比例为5％或更小。
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[4]根据[1]至[3]中任一项所述的方法，其中所述细胞聚集体相对于所述保存溶

液的填充密度为50至500个细胞聚集体/mL。

[5]根据[4]所述的方法，其中含有所述细胞聚集体和所述冷冻保存溶液的所述容

器的大小为0.5至5mL。

[6]根据[1]至[5]中任一项所述的方法，其中包括神经细胞的所述细胞聚集体是

包括源自多能干细胞的神经细胞的细胞聚集体。

[7]根据[1]至[6]中任一项所述的方法，其中包括神经细胞的所述细胞聚集体包

括对FOXA2、TH和NURR1中的至少一种呈阳性的细胞。

[8]根据[7]所述的方法，其中包括神经细胞的所述细胞聚集体包括对FOXA2和

LMX1A呈阳性的细胞。

[9]根据[7]所述的方法，其中包括神经细胞的所述细胞聚集体包括对FOXA2、TH和

NURR1呈阳性的细胞。

[10]根据[1]至[9]中任一项所述的方法，其中所述神经细胞是产生多巴胺的神经

元或其祖细胞。

[11]根据[1]至[10]中任一项所述的方法，其中所述细胞聚集体包含60％或更多

的产生多巴胺的神经元祖细胞。

[12]根据[1]至[11]中任一项所述的方法，其中包括神经细胞的所述细胞聚集体

是具有150μm至1000μm的当量球径的细胞聚集体。

[13]根据[12]所述的方法，其中所述细胞聚集体包括500至150000个细胞。

[14]根据[1]至[13]中任一项所述的方法，其中所述冷冻保存溶液中所含的细胞

的数量为80000至5000000个细胞/mL。

[15]一种用于长期保存包括神经细胞的细胞聚集体的方法，其中所述方法包括将

含有通过根据[1]至[14]中任一项所述的方法获得的细胞聚集体的容器储存在所述液氮容

器的气相或液相中。

[16]一种移植用组合物，其中所述组合物包含通过根据[1]至[14]中任一项所述

的方法获得的细胞聚集体作为活性成分。

[17]根据[16]所述的移植用组合物，其中所述组合物包含：包含60％或更多的产

生多巴胺的神经元祖细胞并且具有150μm至1000μm的当量球径的细胞聚集体；以及冷冻保

存溶液，并且其中所述组合物可以在解冻后不经恢复培养的情况下使用。

[18]根据[16]或[17]所述的移植用组合物，其中所述组合物中的细胞数量为

80000至5000000个细胞/mL。

[19]根据[16]至[18]中任一项所述的移植用组合物，其中所述组合物包含10至

500个细胞聚集体/mL。

[20]根据[16]至[19]中任一项所述的移植用组合物，其中将所述细胞聚集体和所

述冷冻保存溶液填充在0.5mL至15mL的容器中。

[21]一种用于产生包含产生多巴胺的神经元祖细胞作为活性成分的移植用组合

物的方法，所述方法包括：

通过根据[1]至[14]中任一项所述的方法冷冻细胞聚集体，其中所述组合物中的

细胞数量为80000至5000000个细胞/mL，并且所述细胞聚集体包含60％或更多的所述产生
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多巴胺的神经元祖细胞并且具有150μm至1000μm的当量球径。

[22]根据[21]所述的用于产生移植用组合物的方法，其中将所述细胞聚集体和所

述冷冻保存溶液填充在0.5mL至15mL的容器中。

[23]一种用于治疗需要多巴胺神经的再生的疾病的方法，所述方法包括以下步

骤：

(1)在30℃至40℃下解冻根据[16]至[20]中任一项所述的移植用组合物；以及

(2)将在(1)中获得的所述移植用组合物移植到患者的纹状体区域中。

[24]根据[23]所述的方法，其中在(1)中在所述解冻后不进行培养的情况下将所

述冷冻保存溶液更换为给药媒介物以执行步骤(2)。

发明效果

[0009] 本申请提供了一种用于冷冻包括神经细胞的细胞聚集体的方法。通过本申请的方

法冷冻的神经细胞的细胞聚集体展现出高细胞活力并保持功能特性，诸如神经突延伸特

性。此外，当使用本发明时，可以在不将冷冻细胞聚集体转移到保存装置的情况下对其进行

保存。因此，可以避免由于转移到保存装置而引起的暂时温度升高，从而不会对细胞聚集体

造成不希望的损坏。即使在低于液氮的气相的温度下进行保存的情况下，也可以直接将细

胞聚集体浸泡在液氮中而无需将其从容器中取出，从而减少了步骤数并且提高了用于工业

生产方法的和易性。

附图说明

[0010] [图1]将在液氮冷冻保存容器(气相保存类型)、‑80℃深度冷冻器或‑150℃深度冷

冻器中冷冻的细胞聚集体解冻时的细胞活力。

[0011] [图2]冷冻前在冷冻保存溶液中的预浸泡时间对冷冻和解冻后细胞聚集体的细胞

活力的影响。

[0012] [图3]冷冻前在冷冻保存溶液中的预浸泡时间对冷冻和解冻后细胞聚集体的神经

突延伸能力的影响。

[0013] [图4]液氮容器的气相的体积对冷冻和解冻后细胞聚集体的细胞活力的影响。

[0014] [图5]液氮容器的气相的体积对冷冻和解冻后细胞聚集体的神经突延伸能力的影

响。

[0015] [图6]样品容器中填充的细胞聚集体的数量对冷冻和解冻后细胞聚集体的细胞活

力的影响。

[0016] [图7]样品容器中填充的细胞聚集体的数量对冷冻和解冻后细胞聚集体的神经突

延伸能力的影响。

[0017] [图8]填充溶液的体积对冷冻和解冻后细胞聚集体的细胞活力的影响。

[0018] [图9]填充溶液的体积对冷冻和解冻后细胞聚集体的神经突延伸能力的影响。

[0019] [图10]细胞聚集体的当量球径对冷冻和解冻后细胞聚集体的细胞活力的影响。

[0020] [图11]细胞聚集体的当量球径对冷冻和解冻后细胞聚集体的神经突延伸能力的

影响。

[0021] [图12]在液氮的气相或液相中冷冻的细胞聚集体的解冻后细胞活力。
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具体实施方式

[0022] 在本说明书和权利要求书中，当数值伴随术语“约”时，其旨在包括所述值的±

10％的范围。例如，“约20”应包括“18至22”。数值范围包括两个端点之间的所有数值以及两

个端点处的数值。用于范围的术语“约”适用于所述范围的两个端点。因此，例如，“约20至

30”应包括“18至33”。

[0023] [神经细胞]

本申请提供了一种用于冷冻包括神经细胞并且具有三维结构的细胞聚集体的方

法。

[0024] 神经细胞包括神经元细胞或神经元、神经元的祖细胞，即神经祖细胞或神经前体

细胞。

神经细胞可以是源自任何部位的神经细胞，诸如中枢神经系统的神经细胞或周围

神经系统的神经细胞，诸如运动神经或感觉系统的体神经细胞或自主神经的神经细胞；神

经细胞的例子包括神经(神经元)、源自神经嵴的细胞、神经胶质细胞诸如少突胶质细胞或

星形胶质细胞，以及其干细胞或祖细胞。神经细胞的例子包括表达神经细胞标志物的细胞。

神经细胞标志物的例子包括但不限于NCAM、βIII‑微管蛋白(TUJ1)、酪氨酸羟化酶(TH)、5‑

羟色胺、神经上皮干细胞蛋白、MAP2、MAP2AB、NEUN、GABA、谷氨酸盐、CHAT、SOX1、BF1、EMX1、

VGLUT1、PAX、NKX、GSH、端脑素(Telencephalin)、GLUR1、CAMKII、CTIP2、TBR1、络丝蛋白

(Reelin)、TBR1、BRN2、OTX2、LMX1A、LMX1B、EN1、NURR1、PITX3、DAT、GIRK2和TH。神经细胞可

以通过一种或多种神经细胞标志物的表达来识别。在本说明书中，神经细胞的例子包括表

达上述神经细胞标志物中的一种或多种、两种或更多种或者三种或更多种的细胞。

[0025] 中枢神经系统的神经细胞可以根据神经细胞神经系统存在的部位的差异进行分

类。即，中枢神经系统的神经细胞的例子包括源自前脑、端脑、间脑、大脑、下丘脑、中脑、后

脑、中脑‑后脑边界区域、小脑、视网膜、脑垂体或脊髓的神经元及其祖细胞。

[0026] 源自前脑的神经元是存在于前脑组织(即端脑、大脑、海马或脉络丛、间脑、下丘脑

等)中的神经元。前脑的神经元可以通过前脑神经元标志物的表达来识别。前脑神经元标志

物的例子包括OTX1(前脑)、BF1(也称为FOXG1)或SIX3(也用作端脑或大脑的标志物)。在本

说明书中，神经细胞的例子包括表达上述前脑神经细胞标志物或者端脑或大脑的标志物中

的一种或多种、两种或更多种或者三种或更多种的细胞。

[0027] 源自大脑的神经元的例子包括背细胞(例如，大脑皮层细胞、Cajal‑Retzius细胞、

海马神经元)和腹细胞(例如，基底神经节)。大脑腹侧神经元标志物的例子包括基底神经节

神经元标志物(例如，GSH2、MASH1、NKX2.1、NOZ1)。大脑背侧神经元标志物的例子包括大脑

皮层神经元标志物(例如，PAX6、EMX1、TBR1)。在本说明书中，神经细胞的例子包括表达上述

大脑神经元标志物、基底神经节神经元标志物或大脑皮层神经元标志物中的一种或多种、

两种或更多种或者三种或更多种的细胞。

[0028] 源自中脑的神经细胞的例子包括源自中脑腹侧的神经祖细胞、产生多巴胺的神经

元(也称为多巴胺能神经元)和产生多巴胺的神经元祖细胞(也称为多巴胺能神经元祖细胞

或多巴胺能祖细胞)。源自中脑的神经细胞标志物的例子包括FOXA2、EN2和TUJ1。FOXA2阳性

和TUJ1阳性神经细胞的例子包括产生多巴胺的神经元祖细胞和产生多巴胺的神经元。产生

多巴胺的神经元可以通过呈FOXA2阳性、NURR1阳性和TH阳性来识别。
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[0029] 产生多巴胺的神经元祖细胞可以通过呈FOXA2阳性和LMX1A阳性来识别。产生多巴

胺的神经元祖细胞更优选地含有对OTX2、LMX1A、LMX1B、CORIN、SHH、AADC、βIII‑微管蛋白、

EN1、NURR1、PITX3、DAT、GIRK2和TH中的一种或多种呈阳性的细胞。在本说明书中，除非另有

规定，否则包括产生多巴胺的神经元祖细胞的细胞聚集体可包括产生多巴胺的神经元或多

巴胺能神经元。

[0030] 在本说明书中，所述神经细胞的例子包括表达源自中脑的神经细胞标志物、产生

多巴胺的神经元祖细胞标志物或产生多巴胺的神经元标志物中的一种或多种、两种或更多

种或者三种或更多种的细胞。

[0031] 在本说明书中，产生多巴胺的神经元祖细胞的例子包括表达FOXA2和/或LMX1A

(FOXA2阳性和/或LMX1A阳性)的细胞，优选地除了FOXA2和LMXA1之外还表达选自OTX2、

LMX1B、EN1、CORIN、SHH、AADC和βIII‑微管蛋白的一种或多种、两种或更多种或者三种或更

多种的细胞。

[0032] 在本说明书中，产生多巴胺的神经元(多巴胺能神经元)的例子包括表达TH和/或

NURR1(TH阳性和/或NURR1阳性)的细胞，优选地除了TH和NURR1之外还表达选自FOXA2、

AADC、DAT和GIRK2的一种或多种、两种或更多种或者三种或更多种的细胞。

[0033] 源自中脑‑后脑边界区域的神经元的例子包括存在于小脑、小脑板组织、室管膜

层、菱唇等中的神经元。中脑‑后脑边界区域标志物的例子包括EN2(中脑)、GBX2(后脑)、N‑

钙粘蛋白(中脑‑后脑边界区域中的神经祖细胞)。小脑神经祖细胞标志物的例子包括作为

GABA能祖细胞标志物的KIRREL2、PTF1A和SOX2，以及作为小脑颗粒细胞祖细胞标志物的

ATOH1和BARHL1。在本说明书中，神经细胞的例子包括表达上述中脑‑后脑边界区域标志物、

小脑神经祖细胞标志物、GABA能祖细胞标志物或小脑颗粒细胞祖细胞标志物中的一种或多

种、两种或更多种或者三种或更多种的细胞。

源自视网膜的神经细胞的例子包括感光细胞、感光祖细胞、视网膜色素上皮细胞

和角膜细胞。

[0034] 神经细胞也可以根据产生(分泌)的神经递质的差异进行分类；其例子包括产生多

巴胺的神经元、产生多巴胺的神经元祖细胞、GABA能神经元、GABA能祖细胞、胆碱能神经元、

胆碱能祖细胞、羟色胺能神经元、羟色胺能祖细胞、谷氨酸能神经元、谷氨酸能祖细胞、去甲

肾上腺素能神经元、去甲肾上腺素能祖细胞、肾上腺素能神经元和肾上腺素能祖细胞。

[0035] 运动神经或感觉系统的神经细胞的例子包括胆碱能神经元及其祖细胞。

自主神经的神经细胞的例子包括胆碱能神经元、肾上腺素能神经元及其祖细胞。

[0036] 本说明书中的神经细胞的优选例子包括产生多巴胺的神经元(多巴胺能神经元)

和产生多巴胺的神经元祖细胞(多巴胺能神经元祖细胞)。

[0037] 源自活体的神经细胞是从哺乳动物诸如人中分离的细胞，并且从人脑组织中分离

的细胞的例子包括如Nature  Neuroscience,2,1137(1999)或N.Engl.J .Med .；344:710‑9

(2001)中所述的胎儿中脑组织中包含的细胞。

[0038] 神经细胞也可以是通过诱导从多能干细胞诸如胚胎干细胞(ES细胞)和iPS细胞分

化而获得的细胞。用于诱导从多能干细胞分化为神经细胞的方法的例子包括以下文献中所

述的方法：非专利文献3和4以及WO  2015/034012(多巴胺能神经元祖细胞)；WO  2009/

148170(大脑神经细胞等)；WO  2013/065763、WO  2016/013669或WO  2017/126551(垂体或丘
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脑下神经细胞)；WO  2016/039317(小脑神经细胞)；WO  2015/076388(端脑神经细胞)；

Numasawa‑Kuroiwa,Y等人,Stem  Cell  Reports,2:648‑661(2014)(神经祖细胞)；Qiu,L等

人,Stem  Cells  Transl  Med.6(9):1803‑1814(2017)(产生多巴胺的神经元祖细胞)。

[0039] 神经细胞可以是通过诱导从多潜能干细胞诸如间充质干细胞(MSC)分化而获得的

细胞。用于诱导从间充质干细胞分化成神经细胞的方法的例子包括J  Chem  Neuroanat.96:

126‑133(2019)中所述的方法。

[0040] [多能干细胞]

多能干细胞是指既具有能够分化成存在于活体中的几乎所有细胞的多能性又具

有增殖能力的干细胞。多能干细胞可以源自受精卵、克隆胚胎、生殖干细胞、间质干细胞或

体细胞。多能干细胞的例子包括但不特别限于胚胎干(ES)细胞、源自克隆胚胎的核移植胚

胎干(ntES)细胞、精原干细胞(GS细胞)、胚胎生殖细胞(EG细胞)、诱导多能干(iPS)细胞、源

自培养的成纤维细胞和骨髓干细胞的多能干细胞(Muse细胞)。多能干细胞可以是ES细胞、

ntES细胞或iPS细胞。鉴于伦理考虑，多能干细胞可以是iPS细胞。注意，胚胎干细胞是在受

精14天内从胚胎建立的。

[0041] 胚胎干细胞在1981年首次建立，并且自1989年以来已经应用于敲除小鼠的产生。

人胚胎干细胞在1998年建立，并且正被用于再生医学。胚胎干细胞可以通过在饲养细胞上

或在含有白血病抑制因子(LIF)的培养基中培养内细胞团来产生。用于产生胚胎干细胞的

方法描述于例如WO  96/22362、WO  02/101057、US  5,843,780、US  6,200,806、US6,280,718

等中。胚胎干细胞可以从给定机构获得或商业购买。例如，人胚胎干细胞KhES‑1、KhES‑2和

KhES‑3可从京都大学前沿生命医学科学研究所获得。人胚胎干细胞系Rx::GFP(源自KhES‑1

系)可从物理和化学研究所获得。小鼠胚胎干细胞系EB5和D3分别可从物理和化学研究所和

ATCC获得。

[0042] 核移植胚胎干细胞(ntES细胞)作为一类胚胎干细胞可以从克隆胚胎建立，所述克

隆胚胎通过将体细胞的细胞核转移到已去除细胞核的卵细胞中而产生。

[0043] EG细胞可以通过在含有mSCF、LIF和bFGF的培养基中培养原始生殖细胞来产生

(Cell,70:841‑847,1992)。

[0044] 如本文所用的术语“诱导多能干细胞”是指通过将体细胞重编程以具有使用已知

方法诱导的多能性而获得的细胞。其具体例子包括通过表达选自包括OCT3/4、SOX2、KLF4、

MYC(c‑MYC、N‑MYC、L‑MYC)、GLIS1、NANOG、SALL4、LIN28、ESRRB的重编程基因组的多个基因

的任何组合来对分化的体细胞诸如成纤维细胞或外周血单个核细胞重编程以诱导多能性

而获得的细胞。重编程因子的组合的优选例子包括(1)OCT3/4、SOX2、KLF4和MYC(c‑MYC或L‑

MYC)，(2)OCT3/4、SOX2、KLF4、LIN28和L‑MYC(Stem  Cells ,2013；31:458至466)，以及(3)

OCT3/4、SOX2、NANOG和LIN28(Science  2007；318:1917至1920)。

[0045] Yamanaka等人在2006年用小鼠细胞建立了诱导多能干细胞(Cell,2006,126(4) ,

第663至676页)。还在2007年用人成纤维细胞建立了诱导多能干细胞，并且所述诱导多能干

细胞具有与胚胎干细胞相似的多能性和复制能力(Cell ,2007 ,131(5) ,第861至872页；

Science,2007,318(5858) ,第1917至1920页；Nat.Biotechnol.,2008,26(1) ,第101至106

页)。

[0046] 除了通过直接经由基因表达重编程来产生诱导多能干细胞的方法之外，还可以通
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过经由添加化合物等从体细胞衍生诱导多能干细胞的方法来产生诱导多能干细胞

(Science,2013,341,第651至654页)。

[0047] 也可以获得建立的诱导多能干细胞系；例如，在京都大学建立的人诱导多能干细

胞系诸如201B7细胞、201B7‑Ff细胞、253G1细胞、253G4细胞、1201C1细胞、1205D1细胞、

1210B2细胞、1231A3细胞等可从京都大学获得。例如，在京都大学建立的Ff‑I01细胞、Ff‑

I01s04细胞、QHJ‑I01和Ff‑I14细胞可作为建立的诱导多能干细胞系从京都大学获得。

[0048] 用于诱导多能干细胞的产生的体细胞的例子包括但不特别限于源自组织的成纤

维细胞、红系细胞(例如，外周血单个核细胞(PBMC)、T细胞)、肝细胞、胰腺细胞、肠细胞和平

滑肌肌细胞。

[0049] 对于在诱导多能干细胞的产生中通过几种基因的表达进行重编程，用于表达基因

的手段没有特别限制。上述手段的例子包括用病毒载体(例如，逆转录病毒载体、慢病毒载

体、仙台病毒载体、腺病毒载体或腺相关病毒载体)进行感染、使用质粒载体(例如，质粒载

体或附加型载体)进行基因转移(例如，磷酸钙转染、脂质体转染、RetroNectin方法或电穿

孔)、使用RNA载体进行基因转移(例如，磷酸钙转染、脂质体转染或电穿孔)以及蛋白质的直

接注射(例如，基于针的方法、脂质体转染或电穿孔)。

[0050] 诱导多能干细胞可以在存在饲养细胞的情况下或不存在饲养细胞(无饲养层)的

情况下产生。在存在饲养细胞的情况下产生诱导多能干细胞时，可以通过已知方法在存在

未分化状态维持因子的情况下产生诱导多能干细胞。用于在不存在饲养细胞的情况下产生

诱导多能干细胞的培养基没有特别限制，并且可以是用于胚胎干细胞和/或诱导多能干细

胞的任何已知维持培养基，或者用于以无饲养层方式建立诱导多能干细胞的任何培养基。

用于以无饲养层方式建立诱导多能干细胞的培养基的例子包括无饲养层培养基，诸如

Essential  8培养基(E8培养基)、Essential  6培养基、TeSR培养基、mTeSR培养基、mTeSR‑E8

培养基、Stabilized  Essential  8培养基和StemFit培养基。在诱导多能干细胞的产生中，

例如，可以使用仙台病毒载体以无饲养层方式将四种因子OCT3/4、SOX2、KLF4和MYC(L‑MYC

或c‑MYC)转移到体细胞中来制备诱导多能干细胞。

[0051] 在本发明中使用的多能干细胞是哺乳动物多能干细胞，优选啮齿动物(例如，小鼠

或大鼠)或灵长类动物(例如，人或猴)多能干细胞，更优选人或小鼠多能干细胞，甚至更优

选人诱导多能干细胞(iPS细胞)或人胚胎干细胞(ES细胞)。

[0052] [细胞聚集体]

本文的“具有三维结构”的细胞聚集体是指这样的细胞聚集体(细胞聚集体或球

体)，其是通过例如悬浮培养或3D培养使培养的细胞相互粘附而形成的三维细胞群。神经细

胞的细胞聚集体也称为神经球。细胞聚集体的形状没有特别限制并且可以是球形或非球

形。本说明书中的细胞聚集体优选地是具有类似于球体的三维形状的细胞聚集体。类似于

球体的三维形状是具有三维结构的形状，并且当投影到二维平面上时显示例如圆形或椭圆

形。

[0053] 包括神经细胞并且具有三维结构的细胞聚集体对其大小没有特别限制，但通常具

有150μm至1000μm(并且在一个实施方案中，例如，200μm至800μm或300μm至500μm)的当量球

径。包括神经细胞并且具有三维结构的细胞聚集体通常包括500至150000个细胞，并且在一

个实施方案中，例如，1000至100000个细胞、1000至70000个细胞或3000至30000个细胞。
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[0054] 包括神经细胞的细胞聚集体可包括与神经细胞一起的其他细胞。这种细胞聚集体

的例子包括包含60％或更多、70％或更多、80％或更多并且更优选90％或更多的神经细胞

的细胞聚集体。

[0055] 在一个实施方案中，包括神经细胞的细胞聚集体可包含60％或更多、70％或更多

或者80％或更多的产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神经元。即，包括神经细

胞的细胞聚集体可包含量为60％或更多、70％或更多或者80％或更多的表达选自FOXA2、

LMX1A、LMX1B、NURR1和TH的一种或多种标志物的神经细胞。

[0056] 在一个实施方案中，包括神经细胞的细胞聚集体包含40％或更多、60％或更多、

70％或更多、80％或更多、85％或更多或者90％或更多的产生多巴胺的神经元祖细胞。

[0057] 在一个实施方案中，包括神经细胞的细胞聚集体包含量为40％或更多、60％或更

多、70％或更多、80％或更多、85％或更多或者90％或更多的表达产生多巴胺的神经元祖细

胞的一种或多种、两种或更多种或者三种或更多种标志物的细胞。

[0058] 在一个实施方案中，包括神经细胞的细胞聚集体包含量为40％或更多、60％或更

多、70％或更多、80％或更多、85％或更多或者90％或更多的对FOXA2和LMX1A呈阳性的细

胞。在一个实施方案中，所述细胞聚集体进一步包含量为40％或更少的对TH和NURR1呈阳性

的细胞。

[0059] 在一个实施方案中，包括神经细胞的细胞聚集体可包含量为0％或更多、10％或更

多或者20％或更多的对FOXA2、TH和NURR1呈阳性的细胞。

[0060] 在一个实施方案中，包括产生多巴胺的神经元祖细胞的细胞聚集体可包含量为

60％或更少、50％或更少、40％或更少、5％至50％、5％至40％或者5％至20％的NURR1阳性

细胞。

[0061] 在一个实施方案中，包括产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神经元

的细胞聚集体可包含量为30％或更少、20％或更少、1％至30％、5％至30％、1％至20％、5％

至20％或者5％至15％的TH阳性细胞。

[0062] 在一个实施方案中，包括产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神经元

的细胞聚集体可包含量为30％或更少、1％至25％、1％至20％或者5％至20％的KI67阳性细

胞。

[0063] 在一个实施方案中，包括产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神经元

的细胞聚集体可包含量为20％或更少、10％或更少、5％或更少或者1％或更少的SOX1阳性

细胞。

[0064] 在一个实施方案中，包括产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神经元

的细胞聚集体可包含量为5％或更少、2％或更少、1％或更少或者0.5％或更少的PAX6阳性

细胞。

[0065] 在一个实施方案中，包括产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神经元

的细胞聚集体进一步包含量为20％或更少、具体地1％至20％、更具体地5％至15％的对TH

和NURR1呈阳性的细胞。

[0066] 在一个实施方案中，包括产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神经元

的细胞聚集体包含量为50％或更多、优选地60％或更多、70％或更多或者80％或更多的对

FOXA2和LMX1A呈阳性的细胞，以及量为20％或更少、1％至20％、更具体地5％至15％的对TH
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和NURR1呈阳性的细胞。

[0067] 在一个实施方案中，在包括产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神经

元的细胞聚集体中，SOX1阳性细胞为10％或更少、优选地7％或更少、更优选地3％或更少，

并且PAX6阳性细胞为5％或更少、优选地4％或更少、更优选地2％或更少。

[0068] 在一个实施方案中，包括产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神经元

的细胞聚集体包含量为60％或更多的对FOXA2和LMX1A呈阳性的细胞以及量为1％至20％的

对TH和NURR1呈阳性的细胞，并且SOX1阳性细胞为10％或更少、优选地7％或更少、更优选地

3％或更少，并且PAX6阳性细胞为5％或更少、优选地4％或更少、更优选地2％或更少。

[0069] 在一个实施方案中，包括产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神经元

的细胞聚集体包含量为总细胞的60％或更多的对FOXA2和LMX1A呈阳性的细胞，并且可包含

量为总细胞的20％或更少、1％至20％或者5％至15％的对TH和NURR1呈阳性的细胞。

[0070] 在一个实施方案中，上述包括产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神

经元的细胞聚集体是具有150μm至1000μm的当量球径的细胞聚集体。

[0071] 在一个实施方案中，上述包括产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神

经元的细胞聚集体包含量为60％或更多的对FOXA2和LMX1A呈阳性的细胞以及量为1％至

20％的对NURR1和TH呈阳性的细胞并且具有150μm至1000μm的当量球径。

[0072] [冷冻方法]

本申请的方法包括以下步骤：(1)在冷冻前将包括神经细胞并且具有三维结构的

细胞聚集体浸泡在0℃至30℃的冷冻保存溶液中以制备冷冻保存溶液浸泡的细胞聚集体。

[0073] 在本申请中，冷冻保存溶液是指包含冷冻保护剂的水溶液。冷冻保护剂是指与水

分子具有高亲和力并且在抑制冷冻保存溶液中的冰晶生长方面高度有效的物质。冷冻保护

剂包括例如二甲基亚砜(DMSO)、乙二醇(EG)、丙二醇(PG)、1,2‑丙二醇(1,2‑PD)、1,3‑丙二

醇(1,3‑PD)、丁二醇(BG)、异戊二醇(IPG)、二丙二醇(DPG)和甘油。在本申请中，冷冻保护剂

优选地是二甲基亚砜、甘油和/或丙二醇。当二甲基亚砜、甘油和/或丙二醇用作冷冻保护剂

时，冷冻保存溶液中的冷冻保护剂的浓度通常为约2％至12％、优选地约5％至12％、更优选

地7％至12％、甚至更优选地约7％至10％、甚至还更优选地约10％。

[0074] 作为水溶液，例如，可以使用生理盐水、缓冲液(诸如PBS、EBSS或HBSS)、用于培养

细胞或组织的培养基(诸如DMEM、GMEM或RPMI)、血清、血清代用品或其混合物等。

[0075] 作为冷冻保存溶液，可以使用包含二甲基亚砜(DMSO)、甘油和/或丙二醇作为主要

成分的市售冷冻保存溶液。冷冻保存溶液的具体例子包括市售冷冻保存溶液，诸如STEM‑

CELL  BANKER(SCB；ZENOAQ)、无DMSO  STEM‑CELL  BANKER(无DMSO  SCB；ZENOAQ)、Bambanker 

hRM(BBK；NIPPON  Genetics)、无DMSO  Bambanker(无DMSO  BBK；NIPPON  Genetics)、

CryoStor  CS5(CS5；BioLife  Solutions)、CryoStor  CS10(CS10；BioLife  Solutions)和

Synth‑a‑Freeze(SaF；Thermo  Fisher  Scientific)。例如，希望使用包含7％至12％、优选

地约10％的二甲基亚砜、甘油和/或丙二醇的冷冻保存溶液(诸如STEM‑CELL  BANKER、

Bambanker  hRM、CryoStor  CS10或Synth‑a‑Freeze)。

更优选地，可以使用Bambanker  hRM。

[0076] 在本说明书中，当冷冻细胞聚集体时，相对于冷冻保存溶液的细胞数量(细胞堆积

密度)为80000至5000000个细胞/mL、100000至4000000个细胞/mL或200000至2000000个细
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胞/mL、300000至1000000个细胞/mL。

[0077] 在本说明书中，当冷冻细胞聚集体时，所述细胞聚集体具有150至1000μm、150μm至

600μm或300μm至500μm的当量球径。

[0078] 在本说明书中，细胞聚集体和保存溶液具有0.25mL至2mL、0.5mL至1.5mL或0.5mL

至1mL的体积。

[0079] 在本说明书中，细胞聚集体和保存溶液可装在0.5mL至15mL、1mL至5mL或1mL至2mL

的容器中。

[0080] 本申请中的冷冻保存溶液的冻结点没有特别限制，但通常为约‑1℃至‑10℃、优选

地‑3℃至‑10℃、更优选地‑3℃至‑6℃、甚至更优选地约‑5℃。

[0081] 将包括神经细胞的细胞聚集体浸泡在冷冻保存溶液中的温度通常为0℃至30℃、

优选地0℃至20℃、更优选地0℃至10℃并且甚至更优选地0℃至5℃。

[0082] 将包括神经细胞的细胞聚集体浸泡在冷冻保存溶液中的时间段通常为5分钟至

360分钟、5分钟至240分钟、5分钟至180分钟、5分钟至120分钟、优选地5分钟至60分钟、15分

钟至360分钟、15分钟至240分钟、15分钟至180分钟、15分钟至150分钟、优选地15分钟至120

分钟并且更优选地15分钟至60分钟。

[0083] 本申请的方法还包括以下步骤：(2)将在步骤(1)中获得的冷冻保存溶液浸泡的细

胞聚集体冷冻在温度为‑150℃或更低的液氮容器的气相中。

[0084] 在本说明书中，液氮容器是填充液氮的容器，并且容器中的气相空间保持在‑150

℃或更低。气相空间的温度没有特别限制，只要它为‑150℃或更低即可。例如，它可为约‑

160℃、约‑170℃、约‑180℃或约‑190℃。

[0085] 液氮容器中液氮的体积与气相空间的体积之比没有特别限制，只要气相空间的温

度可以保持在‑150℃或更低即可。具体地，液氮容器中液氮与气相空间的体积比可为约1:2

至1:10。这样的液氮容器可作为G48‑6R(TAIYO  NIPPON  SANSO  CORPORATION)和CryoSystem 

6000(MVE)商购获得。

[0086] 可替代地，可以使液氮容器中的液氮渗进吸收剂诸如玻璃纤维中以提供液氮气相

气氛。这样的液氮容器(被称为干吸器类型)可作为DR‑22DS(TAIYO  NIPPON  SANSO 

CORPORATION)和CryoShipper(MVE)商购获得。

[0087] 在本申请的方法中，将填充有冷冻保存溶液浸泡的细胞聚集体的容器放置在液氮

容器中的气相空间中。

[0088] 容器中填充的细胞聚集体和冷冻保存溶液的体积与液氮容器中的气相体积的比

例没有特别限制，只要气相空间的温度可以保持在‑150℃或更低即可。所述比例可以根据

待使用的液氮气相储存器的容量和体积适当调整，但其优选地为5％或更小。例如，当气相

空间的体积为1500L时，可以填充2mL细胞聚集体和冷冻保存溶液的容器(小瓶)的数量为约

1至35200。

[0089] 在本发明的方法中，细胞聚集体相对于冷冻保存溶液的填充密度为5至500个聚集

体/mL或10至500个聚集体/mL、优选地50至500个聚集体/mL并且更优选地50至200个聚集

体/mL。填充有细胞聚集体的容器的形状和材料没有特别限制，并且可以使用能够密封细胞

聚集体和冷冻保存溶液的任何容器。

[0090] 填充有通过本申请的方法冷冻的包含细胞聚集体和冷冻保存溶液的组合物的容
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器可以在液氮容器中长期保存。换句话说，本申请的方法可进一步包括以下步骤：(3)将填

充有在步骤(2)中获得的冷冻细胞聚集体的容器保存在液氮容器的气相或液相中，其中所

述容器可以在‑150℃或更低温度长期保存。

[0091] 可替代地，可将填充有通过本申请的方法冷冻的包含细胞聚集体和冷冻保存溶液

的组合物的容器转移到深度冷冻器、程序冷冻器、质子冷冻器、快速液体冷冻器、静电空气

快速冷冻器、细胞存活系统(CAS)快速冷冻器、盐水快速冷冻器或用于保存的另一液氮容器

中，以将其长期保存在‑80℃或更低温度、优选地‑150℃或更低温度。例如，所述温度可为

约‑160℃、约‑170℃、约‑180℃或约‑190℃。

[0092] “长期保存”的保存期限没有限制，并且例如为一周或更长、一个月或更长、六个月

或更长、一年或更长、三年或更长或者五年或更长。长期保存的保存期限没有上限，并且所

述保存期限包括例如10年、20年、30年、50年、100年或更长。

[0093] 可以将冷冻细胞聚集体解冻并且视情况使用。解冻方法没有特别限制，但从细胞

的功能、活性和活力的观点来看，希望在约体温下在短期内进行解冻。具体地，希望在30℃

至40℃下、优选地在35℃至38℃下并且更优选地在人体温度附近的温度下(例如，在约37℃

下)进行解冻。

[0094] 通过本发明的方法冷冻的细胞聚集体可以保持与未冷冻细胞聚集体等同的特性。

例如，通过本发明的方法冷冻并在解冻后经历恢复培养7天的细胞聚集体具有与冷冻前的

细胞聚集体等同的标志物表达率。例如，在包括产生多巴胺的神经元祖细胞的细胞聚集体

的情况下，在所述细胞上表达的标志物的例子包括FOXA2、LMX1A、NURR1和TH。等同的标志物

表达率意指，在冷冻前与解冻后或在解冻后培养7天后之间，表达标志物的细胞相对于总细

胞的百分比的数值差异为约10％或更小。

[0095] [药物组合物]

本申请进一步提供了一种药物组合物，即移植用组合物(配制品)，所述药物组合

物包含通过上述方法冷冻或长期保存的细胞聚集体作为活性成分。

[0096] 本发明的药物组合物(移植用组合物)是这样的概念，其包括通过本发明的方法冷

冻的药物组合物和通过将所述冷冻药物组合物解冻而获得的药物组合物两者。即，本发明

的药物组合物(移植用组合物)的例子包括包含包括神经细胞的细胞聚集体和冷冻保存溶

液的冷冻或未冷冻组合物，以及在解冻后已将冷冻保存溶液更换为给药媒介物的情况下，

包含包括神经细胞的细胞聚集体和所述给药媒介物的组合物。

[0097] 本发明的药物组合物(移植用组合物)的例子包括根据上文[16]至[20]的移植用

组合物。

[0098] 作为一个实施方案，本发明包括一种移植用组合物，其中所述组合物中的细胞数

为80000至5000000个细胞/mL、100000至4000000个细胞/mL或200000至2000000个细胞/mL、

300000至1000000个细胞/mL，并且所述组合物包含量为总细胞的40％或更多、优选地60％

或更多、60％或更多、80％或更多、85％或更多或者90％或更多的FOXA2阳性和LMX1A阳性细

胞，以及量为总细胞的40％或更少、1％至20％或者5％至15％的TH阳性和NURR1阳性细胞。

[0099] 在一个实施方案中，细胞聚集体具有150至1000μm、150μm至600μm或300μm至500μm

的当量球径。

[0100] 在一个实施方案中，细胞聚集体和保存溶液具有0.25mL至2mL、0.5mL至1.5mL或
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0.5mL至1mL的体积。

[0101] 在一个实施方案中，细胞聚集体和保存溶液可装在0.5mL至15mL、0.5mL至5mL或

1mL至2mL的容器中。

[0102] 作为一个实施方案，本发明包括一种移植用组合物，所述移植用组合物可以在解

冻后不进行恢复培养的情况下使用。

[0103] 作为一个实施方案，本发明包括根据[16]至[20]中任一项的移植用组合物，其中

所述组合物以8至192个细胞聚集体/mL包含细胞聚集体，所述细胞聚集体具有150μm至1000

μm的平均粒径，并且每个容器的细胞数量为80000至2400000。

[0104] 所述细胞聚集体可作为用于移植的药物组合物用于患有需要移植神经细胞的疾

病的患者，并且可以用作用于伴随神经细胞变性、损伤或功能障碍的疾病的药物诸如治疗

药物。即，包含本发明的细胞聚集体和药学上可接受的载体的药物组合物也在本发明的范

围内。

[0105] 需要移植神经细胞的疾病或者伴随神经细胞损伤或功能障碍的疾病的例子包括

脊髓损伤、运动神经疾病、多发性硬化症、肌萎缩侧索硬化、萎缩性侧索硬化、亨廷顿病、多

系统萎缩、脊髓小脑变性、阿尔茨海默病、视网膜色素变性、老年性黄斑变性和帕金森综合

征(包括帕金森病)。

[0106] 本发明的一个实施方案包括一种用于治疗帕金森病的药物组合物，所述药物组合

物包含本发明的细胞聚集体作为活性成分，所述细胞聚集体包括产生多巴胺的神经元祖细

胞和/或产生多巴胺的神经元。用于帕金森病的治疗剂中包括的产生多巴胺的神经元祖细

胞和/或产生多巴胺的神经元的数量没有特别限制，只要在施用后可以植入移植物即可；例

如，每次移植可以包括1.0×104个细胞或更多细胞。另外，可根据症状或体型适当增加或减

少细胞数量以制备所述治疗剂。例如，可以通过Nature  Neuroscience ,2,1137(1999)或N 

Engl  J  Med .；344:710至9(2001)中描述的技术将产生多巴胺的神经元祖细胞移植到疾病

部位。

[0107] 作为一个实施方案，本发明的药物组合物(也称为移植用组合物)包含待移植到人

体内的包括神经细胞的细胞聚集体以及冷冻保存溶液。本发明的药物组合物包括冷冻固体

形式和冷冻前或解冻后的液体形式。所述药物组合物可视情况包括用于维持细胞存活的添

加剂，其程度使得它不会影响冷冻速率和冷冻温度。所述冷冻保存溶液的例子包括上述那

些。

[0108] 如下所述，本发明的药物组合物或移植用组合物用于在将其解冻并且除去冷冻保

存溶液并更换为可注射到活体的给药媒介物后进行移植。即，包含解冻的细胞聚集体和给

药媒介物的组合物也在本发明的药物组合物(也称为移植用组合物)的范围内。

[0109] [用于产生移植用组合物的方法]

根据上文[16]至[20]的药物组合物(移植用组合物)可以通过根据上文[1]至[14]

中任一项的冷冻方法来产生。即，本发明包括一种用于产生上述药物组合物(移植用组合

物)的方法。

[0110] [治疗方法]

本发明的一个实施方案包括一种用于治疗需要补充神经细胞的疾病的方法，所述

方法包括以下步骤：将本发明的细胞聚集体移植到患有需要移植神经细胞的疾病的患者体
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内。

[0111] 在本发明的一个实施方案中，可以将通过本发明获得的包括产生多巴胺的神经元

祖细胞和/或产生多巴胺的神经元的细胞聚集体作为药物组合物、特别是作为用于移植的

材料施用至帕金森病患者。

[0112] 具体地，所述施用如下进行：将包含包括产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多

巴胺的神经元的细胞聚集体以及冷冻保存溶液的本发明的冷冻药物组合物解冻，适当地悬

浮在用于移植的适当介质诸如生理盐水中，然后移植到多巴胺能神经元不足的患者区域例

如纹状体中。例如，可将解冻后的药物组合物用包含适当载体的媒介物洗涤，并且可将冷冻

保存溶液更换为用于悬浮细胞聚集体移植媒介物，用于移植到人体内。解冻温度没有特别

限制，但可以为30℃至40℃、优选地35℃至38℃，并且更优选地人体温度附近的温度，例如

约37℃，如上所述。

本发明的药物组合物(移植用组合物)中包括的细胞聚集体可以通过在解冻后不

进行恢复培养的情况下将冷冻保存溶液更换为给药媒介物来移植到活体中。

[0113] 对于用于包括产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神经元的细胞聚集

体的移植媒介物(给药媒介物)所用的载体，可以使用本领域技术人员已知的任何物质，只

要它是用于维持细胞存活的物质即可。具体地，可以使用生理水性溶剂(诸如生理盐水、缓

冲液、无血清培养基等)。在移植医学中，如果需要，可将包含待移植的组织或细胞的药物组

合物与常用的防腐剂、稳定剂、还原剂或等渗剂组合。

[0114] 对于移植，可将解冻的细胞聚集体保存在维持每个细胞聚集体的活力所必需的媒

介物中。“维持活力所必需的媒介物”的例子包括培养基和生理缓冲溶液；所述媒介物没有

特别限制，只要所述媒介物允许包括产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神经

元的细胞群存活即可，并且本领域技术人员可以适当地选择这样的媒介物。所述媒介物的

一个例子是通过使用通常用于培养动物细胞的培养基作为基础培养基而制备的培养基。所

述基础培养基的例子包括可以用于培养动物细胞的培养基，诸如BME培养基、BGJb培养基、

CMRL  1066培养基、GMEM培养基、改良MEM  Zinc  Option培养基、Neurobasal培养基、IMDM培

养基、Medium  199培养基、Eagle  MEM培养基、αMEM培养基、DMEM培养基、F‑12培养基、DMEM/

F12培养基、IMDM/F12培养基、Ham培养基、RPMI  1640培养基、Fischer培养基或其混合培养

基。

[0115] 由于上述细胞聚集体的移植，将移植的产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多

巴胺的神经元以及移植后诱导的产生多巴胺的神经元祖细胞和/或产生多巴胺的神经元功

能性地植入被施用所述细胞聚集体的患者体内。

[0116] 如本文所用的术语“植入”意指移植的细胞在活体中存活长时间段(例如，30天或

更长、60天或更长或者90天或更长)，并且粘附并保留在器官中。

[0117] 如本文所用的术语“功能性植入”意指移植的细胞被植入以在活体中发挥其初始

功能的状态。

[0118] 如本文所用的术语“功能性存活率”是指在移植的细胞中已实现功能性植入的细

胞的百分比。移植的产生多巴胺的神经元祖细胞的功能性存活率可以例如通过测量移植物

中TH阳性细胞的数量来确定。

[0119] 由于上述细胞聚集体的移植，移植的细胞以及移植后诱导的产生多巴胺的神经元
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祖细胞和/或产生多巴胺的神经元具有0.1％或更大、优选地0.2％或更大、更优选地0.4％

或更大、甚至更优选地0.5％或更大并且还更优选地0.6％或更大的功能性存活率。

[0120] 作为一个实施方案，本发明包括一种用于治疗需要产生多巴胺的神经的再生的疾

病的方法，所述方法包括以下步骤：

(1)在30℃至40℃下、优选地在37℃±3℃下解冻根据[16]至[20]中任一项的移植

用组合物；以及

(2)将在(1)中获得的所述移植用组合物移植到患者的纹状体区域中。

本发明的一个实施方案包括所述治疗方法，其中在解冻后不进行培养的情况下将

冷冻保存溶液更换为给药媒介物以进行步骤(2)。

[0121] 在本说明书中要经历移植的哺乳动物的例子包括人、小鼠、大鼠、豚鼠、仓鼠、兔、

猫、狗、绵羊、猪、奶牛、马、山羊和猴，优选啮齿动物(例如，小鼠和大鼠)或灵长类动物(例

如，人和猴)，并且更优选人。

实施例

[0122] 在下文中，将参考实施例更详细地描述本申请，但本申请不限于这些实施例。

[0123] 实施例1：细胞聚集体的产生

人iPS细胞的维持和神经分化

将人iPSC(1231A3)(京都大学)维持在涂有iMatrix‑511(Nippi,Inc.)的6孔板上

的StemFit培养基(AJINOMOTO  CO .,INC .)中。为了启动神经元分化，将iPSC与TrypLE 

select(Invitrogen)一起孵育10分钟，然后解离成单个细胞，并与分化培养基一起以5×

106个细胞/孔的密度接种在涂有iMatrix‑511(Nippi,Inc.)的6孔板上。分化培养基是含有

补充有8％KSR、0.1mM  MEM非必需氨基酸(均来自Invitrogen)、丙酮酸钠(Sigma‑Aldrich)

和0.1mM  2‑巯基乙醇的GMEM的培养基。从接种后当天到第12天，每天更换分化培养基。为了

有效地诱导神经元分化，添加LDN193189(STEMGENT,INC.)和A83‑01(WAKO  CHEMICAL  CO.,

LTD .)。为了诱导底板细胞，在第1天至第7天添加2μM嘌吗啡胺(Purmorphamine)和100ng 

mL‑1FGF8(WAKO  CHEMICAL  CO .,LTD.)，并且在第3天至第12天添加3μM  CHIR99021(WAKO 

CHEMICAL  CO.,LTD.)。

[0124] 培养

将培养第12天的细胞以1.5×104个细胞/孔的密度重新接种在低细胞粘附U形96

孔板(Sumitomo  Bakelite  Co.,Ltd.)上的神经元分化培养基中，所述神经元分化培养基含

有补充有B27补充剂、2μM  Glutamax‑I(均来自Invitrogen)、10ng  mL‑1GDNF、200mM抗坏血

酸、20ng  mL‑1BDNF(均来自WAKO  CHEMICAL  CO.,LTD.)和400μM  dbcAMP(Sigma‑Aldrich)的

Neurobasal培养基。每3天更换培养基，并且将30μM  Y‑27632(WAKO  CHEMICAL  CO.,LTD.)添

加到第一培养基中。对于延长的培养，将漂浮球体在神经元分化培养基中培养直至第28天，

以获得细胞聚集体。

[0125] 测试实施例1：细胞活力测定

将在实施例1中获得的冷冻前的细胞聚集体在水浴(37℃)中用神经元细胞分散溶

液(Wako  Pure  Chemical  Industries,Ltd.：目录号297‑78101)浸泡10分钟，然后通过吸液

将球体分散成单个细胞，然后通过CountessTM自动细胞计数器(Thermo  Fisher  Scientific 

Inc.：目录号C10281)确定活细胞的数量。
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[0126] 另外，将在下文实施例2至7和比较实施例1中获得的冷冻细胞聚集体在水浴(37

℃)中浸泡约2分钟以进行解冻，然后经历在神经元分化培养基中进行的恢复培养。恢复培

养一天后，除去上清液，并且以与冷冻前的细胞聚集体相同的方式确定活细胞的数量。

[0127] 实施例2至7和比较实施例1中冷冻和解冻后的细胞活力(％)是通过将冷冻后的球

体中活细胞的数量除以冷冻前的球体中活细胞的数量来计算的。

[0128] 测试实施例2：神经突延伸测定

将在实施例1中获得的冷冻前的细胞聚集体以每孔一个细胞聚集体接种在涂有

iMatrix‑511的24孔板上，在神经元分化培养基中培养5天，然后用4％多聚甲醛固定。用PE

标记的抗PSA‑NCAM抗体(Miltenyi  Biotec)对固定的球体进行染色，并且使用荧光显微镜

(BZ‑9000，Keyence)进行可视化。使用Photoshop(Adobe  systems)和WinRoof(Mitani 

Corporation)测量从细胞聚集体延伸的神经突的面积。

[0129] 另外，将在下文实施例3至7中获得的冷冻细胞聚集体在水浴(37℃)中浸泡约2分

钟以进行解冻，然后在神经元分化培养基中培养5天。使用培养5天后获得的细胞聚集体通

过与用于上述细胞聚集体的相同的方法来测量神经突的面积。

[0130] 实施例2：细胞聚集体的冷冻

将通过实施例1的方法产生的第28天的六十四个细胞聚集体与培养基一起收集在

15mL离心管(IWAKI：目录号2323‑015)中，并且它们自发沉淀。然后除去上清液，并且添加

1.0mL冷冻保存溶液无DMSO (GC  LYMPHOTEC  Inc .)，以获得细胞聚集体悬浮

液。将全部细胞聚集体悬浮液注入样品容器(SARSTEDT：目录号72.687.028S，1.5mL螺旋盖

微管)中，并且将所述样品容器放置在冰上40分钟，然后放置在低温箱中。为了评价冷冻细

胞聚集体的方法的效果，将低温箱送入液氮冷冻保存容器(TAIYO  NIPPON  SANSO 

CORPORATION：目录号DR‑430M，气相保存类型)、‑80℃深度冷冻器(Panasonic 

Corporation：目录号KM‑DU73Y1)和‑150℃深度冷冻器(Panasonic  Corporation：目录号

MDF‑C2156VAN)中并且冷冻，以获得细胞聚集体的测试制剂。

[0131] 根据测试实施例1中描述的方法，评价了从液氮冷冻保存容器、‑80℃深度冷冻器

和‑150℃深度冷冻器中取出的测试制剂的细胞活力(图1)。

[0132] 结果，在液氮冷冻保存容器的气相空间中冷冻的测试制剂在解冻后的细胞活力为

53.2±1.5％(平均值±标准差，n＝11)。另一方面，在‑80℃深度冷冻器(腔室内实际温度：‑

77℃)和‑150℃深度冷冻器(腔室内实际温度：‑145℃)中冷冻的测试制剂在解冻后的细胞

活力分别为13.7±6.9％(平均值±标准差，n＝11)和36.8±7 .9％(平均值±标准差，n＝

11)(图1)。

[0133] 因此，发现在液氮的气相空间中冷冻的测试制剂在解冻后具有高细胞活力，并且

样品容器之间的变化被显著抑制。

[0134] 实施例3：细胞聚集体在冷冻保存溶液中的浸泡时间的影响

将通过实施例1的方法产生的第28天的六十四个细胞聚集体与培养基一起收集在

15mL离心管(IWAKI：目录号2323‑015)中，并且它们自发沉淀。然后除去上清液，并且添加

1.0mL冷冻保存溶液 hRM(GC  LYMPHOTEC  Inc.)，以获得球体悬浮液。为了评价

细胞聚集体在冷冻保存溶液中的浸泡时间的影响，将全部细胞聚集体悬浮液注入样品容器

(SARSTEDT：目录号72.687.028S，1.5mL螺旋盖微管)中，并且将所述样品容器放置在冰上15
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分钟、30分钟、60分钟、120分钟、180分钟、240分钟或360分钟，然后放置在低温箱中。将低温

箱送入液氮冷冻保存容器(TAIYO  NIPPON  SANSO  CORPORATION：目录号DR‑430M，气相保存

类型)中并且冷冻，以获得测试制剂。

[0135] 根据测试实施例1和2中描述的方法，评价从液氮冷冻保存容器中取出的测试制剂

的细胞活力和神经突延伸能力。

结果在图2和图3中示出。结果表明，当在冷冻保存溶液中的浸泡时间为15分钟至

120分钟时，细胞活力和神经突延伸能力往往特别高。

[0136] 因此，认为细胞聚集体在冷冻保存溶液中的浸泡时间特别优选地为15分钟至120

分钟。

[0137] 实施例4：液氮容器的气相体积的影响

将通过实施例1的方法产生的第28天的六十四个细胞聚集体与培养基一起收集在

15mL离心管(IWAKI：目录号2323‑015)中，并且它们自发沉淀。然后除去上清液，并且添加

2mL冷冻保存溶液 hRM(GC  LYMPHOTEC  Inc.)，以获得球体悬浮液。将全部细胞

聚集体悬浮液转移到2mL样品容器(Nalgene：目录号NL5000‑0020)中，并且将样品容器用盖

子密封并放置在冰上35分钟。为了评价细胞聚集体和冷冻保存溶液的体积与液氮容器的气

相体积的比例的影响，本发明人准备了一个具有三个2mL样品容器(所述2mL样品容器中填

充的细胞聚集体和冷冻保存溶液的体积与液氮容器的气相体积的比例为0.3％)的25位低

温箱以及两个各自具有二十五个2mL样品容器(所述2mL样品容器中填充的细胞聚集体和冷

冻保存溶液的体积的比例为5％)的25位低温箱。将这些低温箱送入填充有液氮的2L杜瓦瓶

(ISOTHERM：目录号27B‑E)中以提供液氮气相气氛，并且冷冻，以获得测试制剂。

[0138] 根据测试实施例1和2中描述的方法，评价从液氮冷冻保存容器(2L杜瓦瓶)中取出

的测试制剂的细胞活力和神经突延伸能力。

[0139] 结果，当样品容器中填充的细胞聚集体和冷冻保存溶液的体积与液氮容器的气相

体积的比例为0.3％和5％时，细胞活力和神经突延伸能力是相当的(图4和图5)。

[0140] 因此，发现细胞聚集体和冷冻保存溶液的体积与液氮容器的气相体积的比例对细

胞活力和神经突延伸能力没有影响。

[0141] 实施例5：填充的细胞聚集体的数量的影响

[0142] 将通过实施例1的方法产生的第28天的10、25、50、100、250或500个细胞聚集体与

培养基一起收集在15mL离心管(IWAKI：目录号2323‑015)中，并且它们自发沉淀。然后除去

上清液，并且添加1.0mL冷冻保存溶液 hRM(GC  LYMPHOTEC  Inc.)，以获得细胞

聚集体悬浮液。将全部细胞聚集体悬浮液转移到样品容器(1.5mL  SUMILON  SuperQuality 

Slim  Tube：Sumitomo  Bakelite  Co.,Ltd .：目录号MS‑4702WS)中，并且将所述样品容器放

置在冰上35分钟，然后放置在低温箱中。将该低温箱送入液氮冷冻保存容器(TAIYO  NIPPON 

SANSO  CORPORATION：目录号DR‑430M，气相保存类型)中并且冷冻，以获得细胞聚集体的测

试制剂。

[0143] 根据测试实施例1和2中描述的方法，评价从液氮冷冻保存容器中取出的测试制剂

的细胞活力和神经突延伸能力。

[0144] 结果，在填充密度的范围为10至500个细胞聚集体/mL的测试制剂中，细胞活力和

神经突延伸能力是相当的，这表明细胞聚集体的填充密度对细胞活力和神经突延伸能力没
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有影响(图6和图7)。

[0145] 因此，发现样品容器中细胞聚集体的填充密度对细胞活力和神经突延伸能力没有

影响。

[0146] 实施例6：每个细胞聚集体的填充溶液的体积(样品容器的大小)的影响

将通过实施例1的方法产生的第28天的六十四个细胞聚集体与培养基一起收集在

15mL离心管(IWAKI：目录号2323‑015)中，并且它们自发沉淀。然后除去上清液，并且添加

0.5mL、1.5mL或5mL冷冻保存溶液 hRM(GC  LYMPHOTEC  Inc.)，以获得球体悬浮

液。为了评价每个细胞聚集体的填充溶液的体积的影响，将总量为0.5mL、1.5mL和5mL的细

胞聚集体悬浮液分别转移到0.5mL样品容器(SARSTEDT：目录号72.733.001)、1.5mL样品容

器(SARSTEDT：目录号72.687.028S)和5mL样品容器(Sumitomo  Bakelite  Co.,Ltd.：目录号

MS‑4605)中，并且将所述样品容器放置在冰上35分钟，然后放置在低温箱中。将这些低温箱

送入液氮冷冻保存容器(TAIYO  NIPPON  SANSO  CORPORATION：目录号DR‑430M，气相保存类

型)中并且冷冻，以获得测试制剂。

[0147] 根据测试实施例1和2中描述的方法，评价从液氮冷冻保存容器中取出的测试制剂

的细胞活力和神经突延伸能力。

[0148] 结果，在0.5mL、1.5mL和5mL样品容器中，细胞活力和神经突延伸能力是相当的，这

表明每个细胞聚集体的填充溶液的体积对细胞活力和神经突延伸能力没有影响(图8和图

9)。

[0149] 实施例7：细胞聚集体的当量球径的影响

在实施例1的方法中，将细胞以0.5×104个细胞/孔、1.0×104个细胞/孔、2.0×104

个细胞/孔或3.0×104个细胞/孔重新接种在神经元分化培养基中，以在第28天获得具有四

种不同大小的细胞聚集体(平均当量球径为：329μm、457μm、594μm或676μm)。将每种大小的

这些细胞聚集体与培养基一起收集在15mL离心管(IWAKI：目录号2323‑015)中，并且它们自

发沉淀。然后除去上清液，并且添加1.0mL冷冻保存溶液 hRM(GC  LYMPHOTEC 

Inc.)，以获得细胞聚集体悬浮液。将全部这些细胞聚集体悬浮液转移到它们相应的样品容

器(1.5mL  SUMILON  SuperQuality  Slim  Tube：Sumitomo  Bakelite  Co.,Ltd .：目录号MS‑

4702WS)中，并且将所述样品容器放置在冰上45分钟，然后放置在低温箱中。将该低温箱送

入液氮冷冻保存容器(TAIYO  NIPPON  SANSO  CORPORATION：目录号DR‑430M，气相保存类型)

中并且冷冻，以获得细胞聚集体的测试制剂。

[0150] 根据测试实施例1和2中描述的方法，评价从液氮冷冻保存容器中取出的测试制剂

的细胞活力和神经突延伸。

[0151] 结果，在平均当量球径为329μm、457μm、594μm和676μm的细胞聚集体中，细胞活力

是相当的，并且在平均当量球径为329μm、457μm和594μm的细胞聚集体中，神经突伸长能力

往往特别高(图10和图11)。

[0152] 因此，认为细胞聚集体特别优选地具有329μm至594μm的当量球径。

[0153] 比较实施例1

将通过实施例1的方法产生的第28天的六十四个细胞聚集体与培养基一起收集在

15mL离心管(IWAKI：目录号2323‑015)中，并且它们自发沉淀。然后除去上清液，并且添加

1.0mL冷冻保存溶液无DMSO (GC  LYMPHOTEC  Inc.)，以获得细胞聚集体悬浮液。

说　明　书 18/19 页

21

CN 115003156 A

21



将全部细胞聚集体悬浮液转移到样品容器(SARSTEDT：目录号72.687.028S，1.5mL螺旋盖微

管)中，并且将所述样品容器放置在冰上30分钟，然后放置在低温箱中。将低温箱浸泡在液

氮的液相中以将其冷却并冷冻至‑190℃，然后送入液氮冷冻保存容器(TAIYO  NIPPON 

SANSO  CORPORATION：目录号DR‑430M，气相保存类型)中进行保存，以获得测试制剂。

[0154] 结果，与在气相中冷冻的测试制剂(参见实施例2)相比，在液氮的液相中冷却并冷

冻至‑190℃的测试制剂中，细胞活力显著更低(图12)。
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图1

图2
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图3

图4
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图5

图6
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图7

图8
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图9

图10
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图11

图12
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